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Nouveaux lipopeptides de formule : 

B-X- CP, )^-a-Ala-L-AlJ -p , >^.A 

dans laquelle x et y reprSsentent z^ro ou 1. 

R est le reste acy!s d'un acide carboxyfique d carect^re 
hydrophobe. 

?2 est choisi notamment parrra ies L— Afa, L— Val 
L— Pro— L— Val etc 

Pi repr^ente notamment un r^idu d'acide amtn6 ou d'oli^ 
gopeptide form6 de 2 d 8 aminoactdes. 

X repr6sente un groupement divalent jouant le role de braa, 
ou une Dalson covalente directa 

et A repr^sente la partie C-terminale Onodifi^ ou ncn 
modifige) de — (P|)x— (Ala—Ala— P2)y. 

leur pr^paratton et leur application comma inhiblteuis de 
raastase. 
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On sait que l*elastlne est une proteine fibreuse elastique du 
tlssu conjonctlf des vertebres. Ella est presente dans les parois 
vasculaires. la peau, les poumons, les cartilages, les ligaments et 
d'autres tissus, L«€lastine est la proteine la plus rgsistante de 
I'organisme. Par centre, sa degradation auginente particulierement vite 
dans certains etats pathologiques et en general au cours du 
vieillissement» dans tous les tissus riches en elastine comme les parois 
vasculaires et le derme ; voir L. ROBERT, in "Precis de physiologie 
cutange", sous la direction de J. MEYNADIER, Ed. de la Porte Verte (1980) 
p. 155-173. . 

Seules quelques proteases peuvent attaquer l*glastine. Ces 
proteases sont appelees des elastases ou des proteases de type diastase. 
De telles enzymes sont l»elastase pancreatique et les elastases 
cellulaires: diastases leucocytaire et plaquettaire, et elastases de 
macrophages, de fibroblastes et de cellules musculaires lisses 
art^rielles. 

Ces enzymes sont capables de digrader l'§lastine dans les 
tissus et organes mentionnes ci-dessus, et de contrlbuer au developpement 
de maladies telles que l^arterlosclerose^ I'emphyseme, I'arthrose, le 
diabgte, et aussl au vieilllssement des tissus conjonctifs de 
l*organisme. 

L 'activity des elastases est control§e et regulee par des 
inbibiteurs naturels qui sont presents d'une part dans le plasma sanguin, 
comma 1» alpha 1-antitrypsine et 1' alpha 2-macroglobuline et d' autre part 
dans les secretions tissulaires telles que les secretions bronchiques ; 
voir par exemple HORNEBECK et al : "Control of elastic tissue destruction by 
elastase inhibitors" in DEYL, ADAM Eds, Connective Tissue Research : 
Chemistry, Biology and Physiology, p. 233-246, A.R. Liss. Inc., New York 1981. 

En outre, de nombreuses bacteries capables de penetrcr dans 
I'organisme secretent egalement des proteases elastolytiques dont 
l*action contrlbue d'une fa^on substantielle a leur effet pathogene. 

On sait Egalement: que la progression des turaeurs malignes 
(cancers, sarcones) dans I'organisme et la formation de metastases, 
souvent fatales pour le malade, sont aussi conditionn^es par la secretion 
de proteases du type elastase; voir par exemple Biological significance of 
Elastase-like enzymes in Arteriosclerosis and Human breast cancer. BORNEBECK 
W., BRECHEMIER D., BELLON G. , ADNET J.J. and ROBERT L. in: P. Straulli, A.J. 
Barrett, A. Baici eds. Proteinases and tumor invasion, vol 6, of ORTC 
Konograph series (1980) pp. 117-141, (Raven Press, New York). De telles 
enzymes sont capables de detruire les tissus environnants et de rendre ainsl 



2 



2546164 



10 



15 



20 



possible la pengtratlon des cellules malignes dans la circulation sanguine et 
de provoquer 1 'invasion de I'organisme par la tumeur. 

Pour toutes ces raisons, 11 est important de pouvoir disposer 
d'lnhibiteurs capables de cpntroler I'activlte des elastases, 

Toutefols certaines de ces elastases ont une activlte utile, 
voire indispensable, pour I'organisme, par exemple dans la digestion des 
bacteries phagocytges par les macrophages. 

II apparalt done important de disposer 3 la fols d'inhlblteurs 
d* diastases et de protecteurs des fibres elastiques. II apparaJt encore 
preferable de pouvoir disposer d ' Inhlblteurs d* diastases qui sont 
capables d'agir selectlvement au niveau des fibres elastiques dont 
I'intSgritS est indispensable pour le bon fonctionnement de I'organisme. 

En effet, I'hydrolyse enzymatlque de I'glastine par les 
diastases peut etre considSrge comme un facteur determinant dans de 
nombreuses pathologies des tissue glastiques: arteriosclSrose, emphyseme 
et certaines maladies de la peau. Dans I'organisme vivant cette 
proteolyse resulte d'un disequilibre entre le taux des proteases 
possSdant une activite elastolytique d'une part et d' autre part le taux 
d*inhibiteurs naturels d'origlne plasmatique ou tissulaire. L*une des 
approches thirapeutiques qui a etS envisagee dans le cas d'une dgficience 
d'origine g€netique ou f onctionnelle de ces inhlblteurs de proteases, 
consiste en 1 'utilisation d' inhlblteurs de substitution naturels (alpha 
1-antitrypsine) • 

Toutefols I'utilisation d' inhlblteurs naturels presente de 
nombreux inconvSnients parmi lesquels les cout du traitement et le risque 
d' accidents d'origlne immunologlque. D' autre part les inhlblteurs des 
elastases utilises en therapeutique aniraale experlmentale dans le cas de 
1' emphyseme ont 1' Inconvenient de posseder une forte tcxiclte* 

La presente invention a pour objet de nouveaux llpopeptides 
synthgtiques hlfonctionnels qui peuvent etre consideres a la fols comme 
des inhlblteurs de 1 'activity glastolytlque et des protecteurs de la 
fibre elastique. Ces substances sont en effet capables de reconnaitre la 
fibre elastique et de se fixer sur elle et d' autre part de reconnaftre et 
de neutrallser le site actif des diastases. 

I-^s inhlblteurs d' elastases de 1' invention presentent notamment 
les avantages suivants: lis ne presentent pas de caractere antlgenique; lis 
sont biodggradables; lis ont en outre la proprlgte de parvenlr au site de leur 
action et de s*y fixer. 

La presente invention a done pour objet de nouveaux 
40 llpopeptides de formule generale: 
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R-X-(P,) -(L-Ala-L-Ala-P,) -A (I) 

1 X. 2 y • 

dans laquelle: 

X et y repr^setitent independamment le nombre 0 ou 1, mals ne peuvent 

pas etre nuls slinult augment ; 

R represente le reste acyle d'un aclde carboxylique hydrophobe tel 

5 qu*un acide carboxylique allphatlque ayatit 6 1 25 atomes de carbone et pouvant 

renfermer Sventuellement 1; S 5 doubles liaisons » d*un acide carboxylique 

alicydique ayant 6 I 25 atomes de carbone, d*un aclde aryl carboxylique ou 

d*un aclde carboxylique. arylaliphatique dont le groupement aryle comprend 1 h 

2 cycles et dont le groupement aliphatique comprend 1 il 18 atomes de carbone, 

10 les groupements aromatiques desdits groupements aryle ou arylaliphatique etant 

eventuellement 8ub8titu€8 ; 

represente un risidu d* acide amini ou de dipeptide, reli^ par son 

extremity N-terminale au groupement L-Ala adjacent, choisi dans le groupe 

-constltue par les acides amines et dipep tides suivants : 

15 -L-Ala-, -L-Val-, -Gly-, -L-Met-, -L-Leu-, -L-Pr o-L-Val- , -L-Pro-L-Ala-, 

-L-Pro-L-Phe-, -L-Pro-L-Leu- , -L-Pro-L-Het- et -L-Pro-Gly- ; 
p 

1 (lorsque y est ggal ^ z^ro) represente im reste polypeptide ^ 
base d'^acides amines de la serie L a caractSre anionique choisis parmi la 
lysine, l*arginine et 1' ornithine ; 
20 Pj^ (lorsque y est different de zSro) represente un residu d* acide 

ainfne ou d' oligopeptide forme de 2 a 8 amlnoacldes de la s&rie L, lesdlts 
aminoacides etant choisis dans le groupe constitue par la glycine, 1* alanine, 
la valine, la methionine, la leucine, l*isoleucine, la proline, la 
phenylalanine, la serine, la cysteine, la cystine, l*arginine, la tyrosine, 
25 1* ornithine, la lysine et 1' acide glutamique, 

etant entendu que P^ est relie a SX- par son . groupement terminal 
et que P^ est relle a A par son groupement C-termlnal, 

Ala est la representation convent ionnelle de 1* alanine, 
X represente une liaison covalente directe reliant E soit le 
30 groupement N-cerminal (-NH-) du premier aminoacide de P^ (cas ovi x«l) soit au 
groupement N-terminal (-1^-) du premier groupement Ala represent^ I gauche sui 
la formule 1 (cas ou x = 0) , 

ou blen X est un groupement divalent ayant 2 a 10 atomes de carbone 
jouant le role de "bras" entre le groupement R et. le reste de la molecule de 
35 formule I, 

et A represente la partie C-terminale du pept:ide 
-(Pj)^-(Ala-Ala-P2)y-A, A etant choisi parmi un groupement carboxylique -CO^H 
ou ses derives, -CHO, -CONH^, -COCH2CI et -CH^OH. 

Parmi les derives de formule I on citera notamment ceux pour 
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lesquels R reprSsetite le reste acyle d^un aclde gras ayant 6 S 20 atomes de 
carbone- tel que l*acide laurique ou I*acide oleique ou le reste d'un autre 
acide organique a caractere hydrophobe tel que le reste de 1* aclde 
chgnodSoxycboliquey de 1* acide chollque, etc.; ou blen represente par 
exeo^le le reste acyle d*un acide pbSnylalcanoique €ventuellement substitue 
sur le noyau benzinique (par exemple par des groupeiaents balogine, 
trif luoromethyles hydroxy le ou alkyle inferieur ayant 1^3 atomes de 
carbone) ; lorsque X est un groupement divalent jouant le role de bras 11 
s'agit par exemple d'un groupement -Z-(CH2)^-C0-, Z repr§sentant -0- ou -HH-» 
et n §tant un nombre entier variant de 5 a 20 ; le bras X peut Stre substitu§ 
par un ou plusieurs groupements tels que -OH, *1^2* -COdB» de fa^on § 
contribuer I la solubilisation ou 1 permettre la d^rlvatisatlon eventuelle du 
compose I; de preference 1* oligopeptide que represente 

-(Pj^)^-(L-Ala-L-Ala— P2)y- lorsque y = 1 ne possede pas plus de 10 aminoaddes 
13 ; etant entendu que le groupement C-terminal que represente A peut etre non 
seulement un groupement carboxylique ou un de ses derives mals encore un de% 
groupements indiquis ci-dessus« 

Panoi les derives carboxylique de la fonction que peut represent er 
A, on cltera notamment les esters de fonaule -CO-OY, Y etant un groupement 
20 aliphatiquc, aryle ou arylaliphatique eventuellement substitue* 

Y est en parti culler un groupemant alkyle ayant 1 a 5 atomes de 
carbone ou un groupement phenyle ou phenylalkyle. gventuellement substitue • 

L* invention a Sgalement pour objet un precede de preparation des 
composes de formule Xyselon les mSthodes connues de preparation des peptides 
25 et de leurs derives. 

L* invention a en partlculler pour objet un procede de preparation 
des composes de formule 1» caracterlse par le fait que l*on utilise comme 
produit de depart un compost de formule gteSrale II 
H-Xj-(-P^-^5j— (L-Ala-L-Ala-P^-^A^ (II) 
dans laquelle X. a la weme. definition que X ou bien reprisente une liaison 
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covalente directe entre H- et -Pj- 



P^ a la meme definition que P^a ou P^- represente un groupement 
-L-Pro-, ou bien P^ represente une liaison covalente directe entre Aj^ et le 
groupement -L-Ala- inm§diatement adjacent ; . 
22 Aj reprisente un groupement - CO^Bo - CO-OY (Y gtant d€fini comme 

pr^cidemment) , - CEO ou - COKH^ ; 

et X et y sont d^finis comme precedemment ; 

que I'on fait reagir ledit produit de depart, eventuellement present 
sous la forme d*un sel d* addition comme le chlorhydrate, avec un reactif de 
formule III 
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Dans laquelle R est defini conme prgcgdemment ; 

a la meme definition que X lorsque X^ repr€sente une liaison 
covalente, et X^ represente une liaison covalente directe entre R et 

lorsque X^ a la meme definition que X ; et est un groupement rgactif 
permettant la rSaction de R-X^-Z^ sur le conq^osg II avec elimination d'un 
compost ZjH et formation d'un compost de formule IV 

R-X-(P^)^-.a-Ala-L-iaa-P3-)y-A^ (IV) ; 

que, dans le cas oii y»l et represente le groupement -L-Pro-, on 
fait reagir le compose de formule IV avec un acide amine de la serie L choisi 
parmi la valine, I'alanine, la phenylalaline, la leucine, la mSthionine et la 
glycine, ou avec un derive d'un desdits acides amings, (en particulier un 
derive dont le groupement C-termlnal est un groupement A tel que diflni 
precedemment), pour obtenir un deriv€ de formule I ; puis que I'on transforme, 
si dSslre, le compose obtenu en tout autre compost de formule I selon les 
methodes connues, en particulier en remplagant le groupement terminal A ou A^ 
en tout autre groupement terminal rgpondant a la definition de A donnee 
cl-dessus. 

Dans des modes d' execution prgf€rgs, le procSde d' invention peut encore 
presenter les caractgristiques suivantes prises isolgment ou en combinalson: 

- est par example un halogene tel que le chlore ou le brome ; 

- pour preparer un cnTnpn.se de fonmile I pour lequel A reprisente 
-CH^OH, on peut notamment faire reagir le compose IV (avec P^^L-Pro) avec un 
derlvg d' acide amine pour lequel le groupement C-terminal est -CHgOH- ; on 
opere par exemple en falsant reagir ledit dSrivS (tel que le valinol) en 
presence de N-methyl morpholine et de chlorure de t-butyl carbonyle ; voir 
notamment ANDERSON G.W. et al, J, Am. Chem. Soc, 89, 5012 (1967). 

- pour preparer un compose de formule I pour lequel A represente 
-CHO, on peut par exemple soumettre un compose de formule I pour lequel A 
represente -CH^OH a 1» action d'un agent d'oxydation tel que par exemple le 
dimSthylsulfoxyde (PFITZNER et al, J. Am. Chem- Soc. 87, 7661 (1965) en 
presence d'un catalyseur approprie comme I'acide phosphorique ou 
dichloToacetique ; THOMPSON C.R., Biochimestry , J^, 47 (1973) ; 

- pour preparer un compose de formule I dans laquelle A represente 
-"COCHgCl, on peut par exemple faire reagir le compose IV (P^-L-Pro) avec un 
derivg d' acide amlnS dont le groupement C-termlnal est -CO-CH^Cl ; voir par 
exemple THOKPSON et al C.R.. Biochemistry, J[2, 44 (1973). 

- pour preparer un compose de formule I pour lequel A represente le 
groupement ester -CO-OY, on fait reagir par exemple le compose de formule I 
(A—CO^H) avec I'alcool choisi en presence d'un agent deshydratant tel que le 
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chlorure de thionyle ; 

- pour preparer un compose de forraule I pour lequel A reprgsente 
-CONH^* on peut par exemple falre reaglr le compose de formule IV (P^= L-Pro) 
avec un acide amine dont le groupement C-termlnal est -CONH^, par la metbode 
des anhydrides mixtes ; Thompson et al. Biochemistry, 12, 57 (1973). 

Les composes de formule I prisentent des propriet^s interessantes • 
lis possSdent notarament la double propri^tg d*inhiber I'actlvltg des proteases 
du type elastase et de se fixer sur la fibre d'elastine. 

En outre, ils n'ont pas de toxicite appreciable aux doses actives. 
Toutefois les composes de formule I pour lesquels A represente -CO-CH^Cl ont 
une certaine toxicite, generalement h des doses superieures a 20 mg/Kg, mais 
ces composes ont une activite inhibitrice des diastases tres elev§e, de sorte 
que leur index thgrapeutique n'est pas moins favorable que pour les autres 
composes de formule I. 

La prgsente invention a aussi pour objet I'utilisation des composes 
de formule I comme inhibiteurs des elastases et/ou protecteurs de la fibre 
elastique, notamment dans des compositions comprenant un compost de formule I 
avec un excipient approprie. 

Les composes de formule 1 sont utilisables par exemple comme 
medicaments a titre de traitement principal ou de traltement 
complementaire dans les cas d^arteriosclerose, d'emphyseme pulmonaire, 
d* arthroses de diabete et de certaines tumeurs dans lesquelles les elastases 
peuvent ^tre impllquees. 

Les compositions de 1* invention sont notamment des compositions 
pharmaceutiques caract^ris^es par le fait qu'elles comprennent S titre 
d* ingredient actif au moins un compost de formule I, eventuellement en melange 
avec un excipient approprie. 

Ces compositions pharmaceutiques sont administrees par voie 
parenterale, rectale, topique ou orale, ou par inhalation d'aSrosols. 

A cet effet elles peuvent §tre prisentSes sous la forme de solutions 
aqueuses (solutions injectables ou -buvables) ou solutions en conditionnement 
pressurise pour aerosols d* emulsions, de preparations semi-solides (crdmes, 
suppositoires) , ou sous forme de poudre lyophilisee a diluer ou contenue dans 
une capsule ou gelule ingerable. 

Dans les compositions pharmaceutiques de 1' invention (a 1* exception 
des poudres lyophillsies, les conpos§s de formule I sont presents g€n§ralement 
I une concentration de 0»1 a 5 % en poids. 

La posologie depend notamment en fonction de la voie 
d* administration et de I'effet therapeutlque recherchg. Par exemple chez 
l*adulte elle peut varier de 50 mg a 5 g de prlncipe actif par jour. 
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Les composis de formule I prisentent egalement des proprletgs 
int§ressantes lorsqu'lls sont appliqu€s sur la peau> notaniment des proprlStis 
d' inhibition de I'^lastolyse cutanea- En particniier lis permettent de 
coneerver ou de restaurer la souplease de la peau et de pr^venir cm de 
retarder la formation de rides notatoment sur la peau du visage, du ecu et des 
mains (effet anti-vieillisseiDent) , et . 1' invention a aussl pour objet 
I'utilisatlon des composes de formule 1 dans ce but. 

Les composis de formule I sont done susceptibles d'amSllorer 
1* aspect de la peau et la prSsente invention a igalement pour objet des 
compositions cosmetiques pour la peau, caractgrlsies par le fait qu*elles 
comprennent au mo ins un compose de formule X. 

Elles comprennent en outre au molns un adjuvant 6u exciplent 
habituellement utllis§ dans les compositions cosmetiques pour la peau* 

Ces compositions cosmetiques pour la peau peuvent Stre 
prisentees par exemple sous forme de creme, de gel, d'imulsion ou de 
solution aqueuse alcoollque ou hydroalcoollque* 

La concentration du compose de fonoule X dans ces compositions 
pour la peau varie generalement de 0,1 a 2 % en polds. 

Les adjuvants g^niralement presents dans ces compositions 
cosmetiques sont par exemple des par f urns* des colorant 8» des agents 
conservateurs, des agents gpalsslssants ou des agents ^mulslonnants. 

Ces compositions potif la peau coiistltueut uCtauSuent das crcTuOs, 
des laits ou des lotions pour Ic corps, les mains ou le visage, y compris 
des cremes, laits ou lotions anti-solaires. 

L' invention a egalement pour objet un precede de traltement 
cosmitique, caracterise par le fait que l*on applique sur la peau au 
molns un compose de formule I i. I'alde d*une composition cosmetlque telle 
que deflnie ci-dessus. 

Les examples sulvants illustrent 1* invention sans^ toutefois la 

llmlter: 
E2CEMPLE 1 

Preparation de 1 * oieoy l--L-Alanyl-L-'Alanyl-L-Proly 1-L-Alanine 

On dissout 3,65g (0,01M) de L-Alanyl-L-Alanyl-L-Proyl-L-Alanlne 
(chlorhydrate) prepare par une methode connue, dans un melange de 60ml 
d'ethanol a 90% et de 3,35g de trie thy lamine. On y ajoute sous agitation, a 
A^'C Ig (O,025M) de cblorure d*oieoyle goutte & goutte pendant 15 minutes puis 
on aglte encore 4 heures ^ la temperature amblante. 

On chasse l^ethanol sous vide, on ajoute au resldu 100ml d*eau. 
On a juste le pH S 8.5 par l*additlon de trie thy lamine , on extralt 
I'excident d^aclde olelque par 1* ether de petrole. On ajtiste le pH de la 
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phase aqueuse 1 4 par 1* addition d*acide acStique. On extralt I'oleoyl 
peptide par l'ac§tate d'ethyle. 

On chasse le solvant sous vide. On dissout le residu dans le minimum 
d'acetatc d'ethyle et on amorce la cristallisation par addition d*etber de 
5 petrole, 

F = 115-120'*C ; c^=-76" (C= 0,5 ethanol). 
ESCEMPLE 2 

Preparation de laurcyl-trlalanine 

On dissout Ig de Tri-Alanine dans ISial d* ethanol a 80% en 
10 presence de 0,6g (0,83inl) de trigthylamine. On y'ajoute goutte a goutte 
sous agitation h la temperature ambiante l^lg (l,19inl) de chlorure de 
lauroyle. 

On abandonne le melange 2 heures d la temperature ambiante. On 
y a:]oute 5ml d*eau, on est rait le melange par I'fether de pgtrole, on 
15 ajoute a la phase inferieure 30ml d*eau, on laisse reposer 1 heure a la 
temperature ambiante. On filtre, on lave les cristaux par I'Sther de 
petrole et par l*eau. 

On recristalllse la substance dans l*alcool h 80%. 
F:219*C Oj^« -86**C (C« 0.5 %, etbanol). 

20 EXEMPLE 3 

01eoyl-L-Alanyl*L-Alapyl-L-Prolyl-L-Alaninal , 
3a) Oleoyl-Alanyl-Alany 1-proline . 

Cette substance est preparSe a partlr de I'Alanyl-Alanyl-Proline 
(chlorhydrate) par condensation avec le -chlorure d'ol^oyle selon un precede 
25 analogue ^ celui d^crit dans l*exeraple 1. 

3b) Oleoyl-Alanyl-Alanyl-Prolyl-Alanlnol. 

On dissout l,04g <2mM) d * olSoyl-Alanyl-Alany 1-Alanyl-Proline 

dans 20ml de dimethylf ormamide« 

On y ajoute a -15'*C 0,24ml (2,2inM) de N-methyl morpholine et 
•30 0,29ml (2,2mM) de chlorure de t-butyl carbonyle. Le melange est agit§ 10 

minutes I cette temperature, puis on y ajoute 0» 156ml de L-Alaninol. On 

laisse monter la temperature S O^C et on aglte le melange 2 heures ^ 

cette temperature. On laisse reposer la nuit a la temperature ambiante. 

On chasse le solvant sous vide, on reprend le residu dans 1' acetate 
35 d'^thyle, on lave la phase successivement par eau, par une solution 

aqueuse acide chlorhydrique S 5% et par une solution aqueuse de carbonate de 

sodium 15%. 

On chasse le solvant sous vide. On dissout le residu dans le minimum 
d' acetate d'ethyle et on amorce la cristallisation par addition d* ether de 
40 pgtrole (cristaux deliquescents) • 
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^jy^ - 72^ (C = 0,5%, ethanol). 

3c) Ol^oyl-Alanyl-Alanyl-Prolyl-Alanlnal. 

On dlssout 2.9g (5iriM) d'oleoyl-Alanyl-Alatiyl-Prolyl-Alaninol dans 
18ml de chloroforme. On y ajoute 2ml de dlmSthylsulfoxyde et 3,lg (ISnM) de 
dlcyclohexy Icarbodiimlde . 

Ensuitc on ajoute a la solution agitee a 0.86ml (ISniM) d'aclde 
phosphorlque a 90% dans une heure, distribute en 6 doses egales, 

Aprds 4 heures d' agitation, on chasse le solvant sous vide. On 
reprend le rtsldu dans 30ml de chloroforme et on refroidit la solution I 
-30*^0, on essore les crlstaux separ§ment (dicydoheacylurge) et on lave 
les eaux-meres par I'eau. La substance pent etre isolee S partir de la phase 
aqueuse par chroma tographie preparative sur couches minces 
V '^'^^^ " ^' ethanol) 

= 0,8, couche de slllce, chloroforme-m€thanol =15:1. 

De facon analogue on a prepare les derives de formule I sulvants: 

Caproyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Alanine 226 -43 

Lauroyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Alanine 219 . -86 

Olgoyl - L-Alanyl- L-ALanyl- L-Alanine 200 (dgc) -60 

StSaroyl- L-Alanyl- L-Alanyl- L-Alanine 212 -80 

Oleoyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Prolyl- L-Alanine 120 (die) -76 

Olcoyl - L-^Alanyl- L-Alanyl- L-?rolyl- L-Valiue 70 (deliqu) -72 

Oleoyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Prolyl- L-Alaninol -72 
Oleoyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Prolyl- L-Valinol -70 
Oleoyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Prolyl- L-Alaninal -70 
Olioyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Prolyl- L-Valinal -68 
Oleoyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Proline 
* C = 0,5 %, ethanol. 

Etude des proprietts des composes de formule 1. 
1. Experiences in vitro 

l*a. Interaction de ces composes avec I'elastine soluble , 
L'Slastine soluble a Stg purifiSe S partir de ligament large de 
boeuf adulte par la methode utilisant la soude O.IN k ebullition. 
Preparation of insoluble and soluble elastihs. ROBERT L. and HORNEBECK W. 
dans "The Methodology of Connective Tissue Research". Ed. D.A. Hall 
(Joynson - Bruwers Ltd, Oxford), pp. 81-104 (1976). Afin d'etudier 
1* adsorption des derives ol^oylfs sur ces polymires, les dSrivgs 
olgoylgs-(Ala)2-Pro-Ala et oleoyl- (Ala) ^-Pro-Val ont itS synthStisSes a I'aide 
d*acide oleique radiomarque. 

01 -(Ala)^^ Pro Ala Activite specifique: 2.3 10^ cpm/nanomole 
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01 -(Ala)^ Pro Val ActlvltS spSclfiquc: 2.2 lO** cpm/nanomole 
Remarque : "01" est une abrjgviation pour : olioyl. 
L'elastine (a diffgrentes concentrations) et ces conposSs 
radioactifs (a differentes concentrations), sont incubes pendant 24 heures 1 
5 37 dans lial d'une solution tampon (lOOmM tris HCl, CaCl^ 5idM, NaU^ 0,02Z pH 
8,0), 

Les tubes sont centrifuges H lO.OOOg et le residu hydrolysg par 
de la potasse 1 M en presence de 80% gthanol. La radioactivity contenue 
dans ces bydrolysats est quantifiSe et des resultats exprimgs en mmole de 
10 substance absorbee par ng d'elastine. 

Les resultats obtenus montrent que ces composes se fixent sur 
l*elastine. 

l«b« Ces substances et Dotanmient les derives alaninal agissent 
comma inhibiteurs des diastases . 
15 Elastases purifiees utilisees : elastase pancrSatique de pore (120 U/mg) 

et elastase leucocytaire bumaine puriflee a partir de la rate. 

Concentration molalre de ces enzymes: Elastase pancreatlque:4 . lO""^!! 

Elastase leucocytaire: 10. 10 M 
L*activiti enzymatique de ces diastases est suivie par 
20 I'hydrolyse de substrats synthitiques sp§clfiques: N Succinoyltrialanine- 

paranitroanilide, Acetyl-bis alanyl-Prolyl-alanine paranitroanilide S une 
concentration finale de 1,25idM dans un tampon Trls/HCl pH 8 - 8,6. La 
variation de denslte optique a 410nm est suivie directement dans un 
spectrophotomStre Beclonan type Acta C III. 
25 Dans les experiences d* inhibition, les composes ol§yles sont 

pr§incubgs 15 minutes avec les elastases avant de d§terminer les 
activitSs enzymatiques residuelles. 

Les resultats sont resumes dans le tableau 1. 
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TABLEAU 1 



5 


(iBhlbiteur) 


CtSilMXVlCt 


■p APT>AT>*P. 
XUU: Jr\/A.J. 

MOLAIRE 
xnn/ enz • 


D^INHIBITIOH 


10 


01 (Ala) 2 Pro Alanine 


diastase 
pancriatique 








01 (Ala) 2 Pro Alaninal 


If n 


4.10* 


85% 


15 


01 (Ala) 2 Pro Alanine 


Elastase 
leucocytaire 


4.10* 


5% 




01 (Ala) 2 Pro Valine 


II 


4.10* 


51% 


20 


01 (Ala) 2 Pro Alaninal 


ft 


4.10* 


90% 



I.e. L *£las tine pr€tral tee avec ces substances est partiellement 
rgfractalre 5 I'hydrolyse enzymatique par les diastases > 

Pour ces experiences, I'elastine a ^tS radiomarquee au 

3 5 
borohydrure trltle Na B H^, Act sp. 1.75 10 cpm/mg. 

Img d*elastlne est tralt§ par 10ml d^une solution des 
diff brents composes dans Iml de tampon Tris HCl pH 8*0 durant 24 heures; 
le milange est centrifuge et l^&lastine insoluble lav€e avec 1ml de 
tampon 0,05mg d* diastase pancr^atique sont ensuite ajoutSs et. I'bydrolyse 
du polymere est quantifiee par la mesure des peptides radioactifs lib€rgs 
au cours de I'hydrolyse. 

Les risultats obtenus sont resumes dans le tableau 2* 
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TABLEAU 2 



5 


COMPOSE ETUDIE 


KAPFORT NOLAXkE 
IiaH./ENZ. 


% D' INHIBITION PAR 
RAPPORT ABX TEMOINS 
SAElS FRETRAITEMENT 




H(Ala)2 Pro Valine 


5.10^ 


0 


10 


H(Ala)2 Pro Alanine 


5.10* 


0 




01 (Ala) 2 Pro Valine 


5,10* 


46% 


15 


OKAla)^ Pro Alaninal 


5.10* 


98% 



2. Etude In vivo de 1' action inhibitrice de I'Oleoyl-bis 
alanyl-Proline-Alanine envers la degradation enzymatiqne des fibres §las- 
tiques cutanges induite par injection intraderaigne d^elastase pancr€ati- 
qne. 



20 Pour ces experimentations, de Jeunes lapins de Garenne {1 mois) 

ont St§ utilises, 3 types d'injections intradermiques (volume: 0.25101; 

solvent: Tampon phosphate pH 7,0)' ont gti pratiquees dans le dos des 

animaux d' experience. 

1. Injections temoins: Injection de 0.25ml de tampon phosphate seul 
25 2. Injections d* diastase pancriatique de pore: 10 snicrogrammes 

(1.2 unites 4.10^^ mole) dans 0.25ml de tampon. 

3. Injections de 50-250 microgrammes d'Ol— (Ala)^— Pro--Ala 
—8 —7 2 

(8.10 - 3.10 mole) dans 0»25ml de tampon suivi d"une injection an 

meme site de 10 microgrammes (1.2 nnitSs, 4.10"^^ mole) d*§lastase 
30 pancreatique dans 0,25ml de tampon. 

Les differents echantillons de peau de lapin sont ensuite trait§s en 
histologic afln de pennettre la visualisation des fibres elastiques. 

L* observation histologique et des etudes de morphometrie 
quantitative font apparaltre: 
35 " 40-60% du tissu elastique sont preserves dans le eas du 

pre trait ement avec le deriv€ olgoylg (Rapport molaire inhibiteur/enz7me» 
2.10^). 

- que 60-80% du tissu elastique sont preserves dans le cas du 
pr€traitement du tissu avec le derive oleoyl§ (Rapport * molaire 
40 inhibiteur/enzyme»10 )• 
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COKCLUSIONS ; 

a) Les substances Studies : 
01-(Ala)2-Pro-Ala, 
01-(Ala)2-Pro-Val, 

5 01-(Ala)-Pro-Ala-CH0 

agisseBt comme inhlbiteurs des elastases; 

b) Ces conposis se lient 1 I'elastiiie, et sous fome absorbee 
aux fibres elastiques, sont capables de dimlnuer conslderablement 
I'actlon ^lastolytique des elastases, et cela aussi bien in vivo qu'ln 

10 vitro. 
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REVENDICATIONS 

1. La presente Invention a done pour objet de nouveaux llpopeptldes 
de fomule generale: 

R-X- (P^ (L-Ala-L-Ala-^P^ )y-A (I) 
dans laquelle: 

X et y reprgsentent Independamment le nombre 0 ou 1, mais ne peuvent 
pas etre nuls simultangment ; 

R represente le reste acyle d»un aclde carboxyllque hydropjiobe tel. 
qu'un acide carboxylique aliphatique ayant 6 a 25 atomes de carbone et pouvant 
renfermer eventuellement 1 a 5 doubles liaisons, d'un acide carboxylique 
allcydique ayant 6 S 25 atomes de carbone, d'un aclde arylcarboxylique ou 
d'un acide carboxyllque arylaliphatlque dont le groupcment aryle comprend 1 a 
2 cycles et dont le groupement aliphatique comprend I a 18 atomes de carbone. 
les groupements aromatiqucs desdits groupements aryle ou arylaliphatlque gtant 
eventuellement substitues ; 

P2 represente un residu d 'acide amine ou de dipeptide, relie par son 
extremlte N-termlnale au groupement L-Ala adjacent, cholsi dans le groupe 
constitue par les addes amlnis et dlpeptldes suivants : 

-L-Ala-, "L-Val-, -Gly-, -L-MSt-. -L-Leu-, -L-Pro-L-Val-, -L-Pro-L-Ala-, 
-L-Pro-L-Phe-p -L-Pro-L~Leu- , -L-Pro-L-Met- et -L-Pro-Gly- ; 

1 (lorsque y est egal a zero) represente un reste polypeptide a 
base d*acides amines de la serle L a caractere anlonlque choisls parml la 
lysine, l*arginine et 1' ornithine ; 

Pj (lorsque y est different de zero) represente un residu d* acide 
amine ou d' oligopeptide forme de 2 i 8 aminoacides de la serle L, lesdits 
amlnoacides etant choisis dans le groupe constitue par la glycine, I'alanine, 
la valine, la methionine, la leucine, I'isoleuclne, la proline, la 
phenylalanine, la sirine, la cysteine, la cystine, I'arginlne, la tyrosine, 
I'ornithlne, la lysine et l*acide glutamlque, 

gtant entendu que P^ est rellS I RX- par son groupement N-terminal 
et que P^ est relie a A par son groupement C- terminal, 

Ala est la representation conventionnelle de 1* alanine, 

X represente une liaison covalente dlrecte reliant R solt le 
groupement N-terminal (-NH-) du premier aminoaclde de P^ (cas ou x=l) solt au 
groupement N-termlnal (-NH-) du premier groupement Ala represent^ al gauche sur 
la formule I (cas o& x « 0), 

ou blen X est un groupement divalent ayant 2 a 10 atomes de carbone 
jouant le role de "bras" entre le groupement R et le reste de la molecule de 
formule I, 

et A represente la partie C-terminale du peptide 
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-(P ) -(Ala-Ala-P^) -A, A €taxit choisi parmi tm groupement carboxylique -CO^H 
ou ses d€rlvgs» -CHO, -CONH^, -COCH2CI et -CH^OH, 

2. Llpopeptides selon la revendicatioti caracterises par le fait 
que R reprSsente le reste acyle d'un acide gras ayaut 6 a 20 atomes de 
5 carbone^ tel que 1' acide laurique ou 1* acide oleique, le reste de 1* acide 
ch^nodSoxycholique ou de 1' acide cholique* ou le reste acyle d*un acide 
ph^uylalcanolque gventuellement substitue sur le noyau benzenique. 

3* Llpopeptides selon l*une quelconque des revend lea t Ions 
precedent es caracterises par le fait que X est un groupement -Z-(CH2)^-00-» 
10 Z representant -0- ou -NH-, n etant. un nombre entier variant de 5 a 20. 

4. Llpopeptides selon l*une quelconque des revendications 
pr§cedentes caract§r.ls§8 par le fait que 1' oligopeptide que reprisente 
-(P^)^-(L-Ala-L-Ala-P2)y- lorsque y » 1, ne poss^de pas plus de 10 
aninoacides. 

15 5. Llpopeptides selon l^une quelconque des revendications 

precedentes, caract€risSs par le fait que A reprisente un groupement -CO-OY, 1 
etant un groupement aliphatique, aryle ou arylaliphatique gventuellement 
substituS. 

6. Llpopeptides selon la revendication 1» caract6ris§s par le fait 
20 qu*ils sont cboisis parmi les suivants t 

- 61eoyl^L-Alanyl-L-Alanyl-L-Prolyl-L-Alanine 5 

- lauroyl~trialaiiine 5 

- Oleoyl-Alanyl-Alanyl-Proline ; 

- Olioyl-Alanyl-Alanyl-Prolyl-Alanlnol ; 
25 * 01^oyl-Alanyl*Alanyl*Prolyl->Alaninal ; 

- Caproyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Alanine ; 

- Lauroyl — L-Alanyl- L-Alanyl- L-Alanine ; 

- Oleoyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Alanine ; 

- Stearoyl- L-Alanyl- L-Alanyl- L-Alanine ; 
3Q - Oleoyl - L-Alanyl- L-Alat^l- L-Proline ; 

- Oleoyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Prolyl- L-Alanine ; 

- Oleoyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Prolyl- L-Valine ; 

- Oleoyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Prolyl- L-Alaninol ; 

- Oleoyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Prolyl- L-Valinol ; 
33 - Oleoyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Prolyl- L-Alaninol ; 

- Oleoyl - L-Alanyl- L-Alanyl- L-Prolyl- L-Valinal* 

7, Procgd§ de priparatlon des llpopeptides selon l*une quelconque 
des revendications precedentes» caract§rls€ par le fait que l*on utilise 
prodult de depart un compose de formule generale II 

40 H-Xj-(-Pj-)^— (L-Ala-L-Ala-P3-)y-Aj (11) 
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dans laquelle a la mSme definition que X ou bien represente une liaison 
covalente directe entre H- et -P^^- ; 

a la meme definition que P^, ou P^ represente un gronpement 
-L-Pro-» ou bien P. represente une liaison covalente directe entre A, et le 
5 groupement -L-Ala- innaidiatement adjacent ; 

repr§sente un groupement - CO^H, - CO-OY (y gtant dgfinl comme 
pricgdemment) t - CHO ou - CONH^ ; 

et X et y sont definis comme precedemment ; 

que l*on fait riagir ledit produit de d§part, eventuellement present 
10 sous la forme d*un sel d* addition comme le chlorhydrate, avec un rSactif de 
f ormule III 

E-X^-Zj (III) 

dans laquelle R est def inl comme pric^demment ; 

X^ a la meme definition que X lorsque X^ represente une liaison 
\S covalente, et X^ reprSsente une liaison covalente directe entre R et 

lorsque X^^ a la meme definition que X ; et. est un groupement reactif 
permettant la reaction de R-X^-Z^ sur le compose II avec Elimination d»un 
compose Z^H et formation d'un con^osS de formmle IV 

R-X-(P^)^-(L-Ala-L-Ala-P3-)y-Aj <IV) ; 

20 que, dans le cas ou y-1 et P^ represente le groupement -L-Pro-, on 

fait reaglr le compose de formule IV avec un aclde amlng de la serie h cholsi 
parmi la valine, 1* alanine, la phenylalanine, la leucine, la methionine et la 
glycine, ou avec un derive d'un desdits acides amines, (en particulier un 
der-iv§ dont le groupement C-terminal est un groupement A tel que d€flni 
25 precedemment), pour obtenlr un d§rivg de formule I ; puis que I'on transforrae, 
si dS'sire, le compose obtenu en tout autre compose de formule T selon les 
methodes connues, en particulier en remplacant le groupement terminal A ou A^ 
en tout autre groupement terminal rgpondant a la definition de A donnee 
ci^dessus. 

30 8* Utilisation des lipopeptides tels que dSfinis dans I'une 

quelconque des revendications 1 a 6 comme inhibiteurs des diastases et/ou 
comme protecteurs de la fibre elastlque. 

9. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee par le fait 
que I'on utilise lesdits lipopeptides comme inhibiteurs de I'elastase de la 

35 peau et comme protecteurs de la peau. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee par le fait 
que l*on applique lesdits lipopeptides sur la peau en vue de conserver oa de 
restaurer la souplesse de la peau et'de prevenir ou de retarder la formation 
de rides. 

40 Compositions inhibitrices des proteases du type elastase et/ou 
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protectrices de la fibre ^lastlque. caract^rls^es par le fait qu'ellea 
contiennent au molns un lipopeptlde tel que d§flnl dans I'une quelconque des 
revendicatlons I ^ 6» en lo^lange avec un exdpient approprig. 

12. Compositions selon la revendicatlon 11, caract^ris^es par le fait 
5 qu'elles constituent une composition pharmaceutique contenant ledit 

lipopeptlde conme ingrgdlent actif, ladite composition etant utilisable 
notaiunent I tltre de traltement principal ou complgmentaire de 
I'artgriosclerose, de I'emphyseme pulmonaire. de l^arthrose, du diab^te et de 
certaines tumours dans lesquelles les ilastases sont ijspllqu€es. 
10 13. Compositions selon la revendicatlon 11, caract€risges par le fait 

qu*elle6 constituent une composition cosmetique contenant comma ingredient 
actlf au moins un desdits lipopeptides, en combinaison avec un excipient 
babltuellement utilisi dans les compositions cosmStiques pour la peau. 



